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Sazetak

Uvod:

Zutika (Berberis vulgaris L., Berberidaceae) je biljna vrsta s dugom povijesti, koja se
koristi u prenrambene i ljekovite potrebe u Europi, Aziji i Americi. Ima raznovrsne terapijske
ucinke, koji uglavnom potje¢u od izokinolinskih alkaloida, osobito berberina.

Ciljevi:
Cilj ovog istrazivanja bio je razviti metodu za ultrazvuc¢nu ekstrakciju berberina iz kore

korijena zutike. Za ekstrakciju je koriSten glicerol, netoksi¢no i biorazgradivo otapalo dostupno

iz obnovljivih izvora.

Materijali i metode:

Pokusi su planirani pomo¢u Box-Brehnkenovog dizajna. Raspon projektnih parametara
(nezavisne varijable) bio je: temperatura (X1) 20-80 °C, maseni udio glicerola (Xz), 10-90 % i
snaga ultrazvuka (X3), 144-720 W. Sadrzaj berberina u ekstraktima odreden je pomoc¢u RP-
HPLC-DAD metode, a sposobnost hvatanja slobodnih radikala (RSA) odredena je
spektrofotometrijski pomo¢u DPPH radikala (zavisne varijable). Za pronalazenje odnosa

izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli koriStena je metodologija povrSine odgovora.

Rezultati i rasprava:

Odnosi izmedu zavisnih i1 nezavisnih varijabli najbolje su odgovarali kvadratnom
modelu. Odabrani kvadratni modeli su bili statisticki visoko znacajni (P> 0,01), a njihova
vrijednost r? bila je iznad 0,93. Najznacajnije varijable za ekstrakciju su bile temperatura i
koncentracija glicerola. One su znacajno (P> 0,05) utjecale na RSA u vidu linearnih i
kvadratnih faktora. Osim toga, ja¢ina ultrazvuka imala je statisticki znacajan (P< 0,05) utjecaj
na koncentraciju berberina kao kvadratni faktor, kao i u interakciji s temperaturom ekstrakcije.

Rjesenja kvadratnih jednadzbi pokazala su da su najbolji uvjeti za ekstrakciju berberina (X1,



X2, X3) temperatura ekstrakcije 80 °C, koncentracija glicerola 50 % i snaga ultrazvuka 144 W.
Najbolji RSA pokazali su ekstrakti priredeni pri 80 °C, koncentracija glicerola 40 % i snazi

ultrazvuka od 720 W. Eksperimentalni podaci su potvrdili predvidanja s odstupanjem < 5%.

Zakljucak:

Rezultati pokazuju da je ultrazvucna ekstrakcija pomocu glicerola bila u¢inkovita i brza
metoda za dobivanje ekstrakata sa znaajnom koncentracijom berberina i1 antiradikalnom
aktivnosScu.

Kljucne rijeci: Berberis vulgaris, berberin, antiradikalna aktivnost, metodologija odgovora

povrsina.



Abstract
Introduction:

Barberry (Berberis vulgaris L., Berberidaceae) is a well known medicinal plant with a
long history of medicinal and nutritional use in Europe, Asia and America. It has various
therapeutic effects, mostly related to its isoquinoline alkaloids, particularly berberine.
Objectives:

The aim of this study was to examine the efficiency of ultrasound-assisted extraction of
berberine from root bark of Berberis vulgaris using glycerol a non-toxic, biodegradable solvent
available from renewable sources.

Materials and methods:

Experiment was planned using Box-Behnken design. The range of design parameters
(independent variables) was: temperature (X1, 20-80°C), glycerol concentration (m/m) (X2, 10-
90%) and ultrasonication power (Xs, 144-720 W). Berberine content of the extracts was
determined using RP-HPLC-DAD, while radical scavenging activity of the extracts (RSA) was
determined spectrophotometrically, using DPPH free radical (dependent variables). Response-
surface methodology was used to find the relationship between dependent and independent
variables.

Results and discussion:

The relationship between variables was best described by quadratic models. The
selected quadratic models were highly significant (P > 0.01) with r? values over 0.93. The most
important extraction variables were temperature and glycerol content. They significantly (P >
0.05) influenced berberine concentration and RSA both as linear and quadratic terms.
Furthermore, ultrasonication power had a significant (P< 0.05) effect on berberine
concentration as a quadratic term, as well as in interaction with the extraction temperature. The

solutions to the quadratic equations have shown that the best conditions for berberine



extractions are (X1, Xo, X3) are 80 °C, 50 % glycerol and 144 W, while the extracts showing
best RSA were obtained using 80 °C, 40 % glycerol and 720 W. The experimental data has

confirmed these findings with deviation <5%.

Conclusions:

The results demonstrate that ultrasonication-assisted extraction using glycerol is a fast
and efficient method for preparation of extracts with notable berberine concentration and radical

scavenging activity.

Keywords:Berberis vulgaris, berberine, radical scavenging activity, response surface

methodology.
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1. Uvod
1.1. Zutika
Rod Berberis iz porodice Berberidaceae sastoji se od 450—500 vrsta koje su najvecim
dijelom rasprostranjene u zemljama izvan Europe (napose u Aziji, objema Amerikama i u
sjevernoj Africi). U flori Hrvatske su zabiljeZene samo dvije vrste: Berberis vulgaris L. (obi¢na
zutika) 1, znatno manje rasprostranjena, B. croatica Horvat (sin. B. aetnensis (C. Presl.) Rouy
et Fouc.). B. vulgaris L. (obi¢na zutika) biljna je vrsta iz porodice Berberidaceae, Siroko
koriStena u narodnoj medicini. To je visoki listopadni grm koji je Siroko raspostranjen u
svijetlim Sumama, po rubovima Suma i Sikarama. U Europi je pretezno vezana na razne oblike
termofilne 1 heliofilne vegatacije nizinskih i brdskih predjela, najées¢e u podrucju naselja i
poljoprivrednih kultura (1). Mlado drvo ima crvene grane koje kasnije odrvene i postanu
sivkaste boje. Listovi su jajolikog oblika, naizmjenicni 1 trepavicasto dlakavi smjeSteni u
snopice. Cvat ¢ine vise¢i grozdovi dvospolnih cvijetova. Plodovi zutike su duguljaste crvene

bobe koje dozrijevaju u kasno ljeto ili na jesen. Plodovi su bogati vitaminom C i jestivi, ali su

izrazito kiseli (2).

Slika 1. Obicna zutika. (hr.wikipedia.org)



Biljne vrste roda Berberis su oduvijek zauzimale znacCajno mjesto u tradicionalnoj
medicini brojnih naroda. B. vulgaris i druge vrste Zutike su poznate u ajurvedskoj, iranskoj i
kineskoj tradicionalnoj medicini, a jo§ u starom Egiptu su plod Zutike i sjemenke komoraca
koristili protiv zaraznih bolesti. Koriste se i protiv upala, zaraznih bolesti, dijabetesa, opstipacije
i drugih bolesti. Najstariji dokazi o koriStenju ploda Zutike kao sredstva za procis¢avanje krvi
zabiljezeni su na glinenim plo¢icama u biblioteci asirskog cara Asurbanipala tijekom 650.
biljaka bogatih berberinom, ima vise od 3000 godina povijesti. Stovise, koristeni su kao sirovina
ili kao vazan sastojak u ayurvedskoj i tradicionalnoj kineskoj medicini. U Ayurvedi, vrste roda
Berberis tradicionalno se koriste za lijeCenje Sirokog spektra infekcija uha, oka i usta, za
zacjeljivanje rana, zalijeCenje hemoroida, probavnih smetnji i dizenterija, ili za lijeCenje
poremecaja maternice i vagine. Takoder se koriste kod pretilosti, te kao protuotrov za lijeenje
uboda Skorpiona ili zmija. Ekstrakti i dekokti vrsta ovog roda tradicionalno se koriste kao
antibakterijska, antivirusna i antifungalna sredstva te kao antiparazitski lijekovi (3). Koristili su
se kod brojnih bolesti kao §to su: dizenterija, kod jetrenih i Zu¢nih oboljenja, malarije,

reumatizma i kao op¢i eliksir (4,5).

Ljekovite droge koje se dobivaju od biljne vrste B. vulgaris su kora (Berberidis cortex),
kora korijena (Berberidis radicis cortex), korijen (Berberidis radix) kao i plodovi (Berberidis
fructus). Plodovi se koriste za bolesti bubrega i urinarnog trakta, gastrointestinalnog trakta,
jetrene bolesti, bronhitisa, bolesti slezene, gréeva i1 kao stimulans krvozilnog sustava. Korijen 1
stabljike biljke se uglavnom koriste protiv bolova u probavnom traktu, jetri, Zu¢noj vrecici,
bubrezima i mokraénom sustavu, kao i kod bolesti diSnih putova, srca i cirkulacijskog sustava
(4). Osim toga, biljka se koristila i kao antiaritmik, sedativ, za zacjeljivanje unutarnjih ozljeda,
kod upala grla i groznice (3). Smatra se da su za djelovanje Berberis vrsta odgovorni

protoberberini i benzil-izokinolinski alkaloidi medu kojima je najvazniji berberin.



1.2. Berberin

Berberin (Slika 2) po kemijskoj strukturi pripada skupini izokinolinskih alkaloida.
Znanstvene studije, pokazale su da berberin i biljne droge koje ga sadrzavaju imaju veliki
fitoterapijski potencijal. Primjerice, berberin utjece na metabolizam glukoze i lipida. U in vitro
uvjetima berberin pojacava inhibitorno djelovanje inzulina na glukoneogenezu u stanjima stresa
(6,7). U klinickoj studiji na osobama koje boluju od metabolickog sindroma dokazano je da
berberin snizava indeks tjelesne mase 1 smanjuje opseg struka. Takoder, kod osoba oboljelih od

hiperkolesterolemije uocen je pad vrijednosti LDL-a (8).

H,CO
OCH,

Slika 2. Kemijska struktura berberina. (www.researchgate.net)

Berberin ima izrazeni u¢inak na kardiovaskularni sustav. Ejekcijska frakcija lijeve
klijekte se nakon uzimanja 1,2 g berberina nakon 2 tjedna povecala kod svih pacijenata kojma
je prethodno bila smanjena. Osim toga smanjena je ucestalost i sloZzenost preuranjenih

ventrikularnih kontrakcija (9). Berberin je pokazao i kardioprotektivni u¢inak kod ishemije


http://www.researchgate.net/

utjecajem na aktivnost AMP-om aktivirane kinaze koja modulira metabolizm ugljikohidrata i
lipida, funkciju stani¢nih organela (mitohondrije, endoplazmatski retikulum) i apoptozu.
Berberin inducira i relaksaciju endotela povecavajuci proizvodnju NO iz arginina djelovanjem
na aktivnost eNOS (endotelna sintaza dusi¢nog oksida) koja se smatra klju¢nim elementom u
procesu vazodilatacije. Ucinak berberina na aterosklerozu moZe se objasniti njegovim
utjecajem na metabolizam lipida (10) i glukoze (11). Imunomodulatorni u¢inak berberina
dokazan je brojnim in vivo i klinickim studijama. Berberin poveéava razinu kortikosteroida u
Stakora s eksperimentalno izazvanim kolitisom. Stoga se smatra da se ucinak berberina moze
pripisati i pove¢anju razine endogenih glukokortikoida (12). Brojna su istrazivanja pokazala su
hepatoprotektivni ucinak berberina, a smatra se da je za taj uCnak odgovoran njegov
antioksidativni potencijal (13). Osim toga, smatra se i da su protuupalne i antioksidative

znacajke berberina od velike vaznosti za njegov nefroprotektivni u¢inak (14).

1.3. Oksidativni stres

Oksidacija je bitna mnogim Zivim organizmima za proizvodnju energije, kao gorivo za
bioloske procese. Medutim, ROS koji nastaju tijekom metabolizma, mogu doprinijeti
patogenezi mnogih bolesti kao §to su dijabetes (15), rak (16) i kardiovaskularne bolesti (17).
Oksidativni stres se javlja zbog poremecaja ravnoteze izmedu djelovanja endogenog
antioksidativnog sustava i produkcije reaktivnih kisikovih vrsta (reactive oxygen species,
ROS). Najznacajniji ROS su superoksid anion (O2"), hidroksil radikal (*OH) i vodikov peroksid

(H20-). To su endogeni radikali ili reaktivne molekule koji prirodn nastaju u metabolickim



procesima. Osim njih postoje i egzogeni izvori slobodnih radikala kao §to su dim cigarete, ioni

teSkih metala ili izloZenost ozonu (15).

Ciljna mjesta djelovanja ROS su lipidi, proteini i DNA. ROS induciraju lipidnu
peroksidaciju $to dovodi do ostecenja lipidnih barijera i povecane permeabilnosti tkiva. Mogu
uzrokovati degradaciju proteina oksidacijom aminokiselina zbog ¢ega su podloznije djelovanju
proteaza. Tome su najpodloznije aminokiseline metionin i cistein. DNA mogu ostetiti na
nekoliko nacina, od pucanja uzvojnice DNA, promjene kemijske strukture Secerne komponente
ili baza do mutacija, delecija, translokacija. Takva oSteenja imaju znacajnu ulogu u

karcinogenezi, starenju, autoimunim bolestima te kardiovaskularnim oboljenjima (15).

Neki prirodni spojevi, mogu djelovati kao antioksidansi koji su ucinkoviti u zastiti
ljudskog tijela od oStecenja uzrokovanih ROS (16,17). Vaznost prirodnih antioksidansa u hrani
i ljekovitom bilju danas je prepoznata, sto se osobito odnosi na njihovu ulogu u prevenciji
degenerativnih bolesti poput raka i kardiovaskularnih bolesti (18). Berberis vrste su aktivne u
mnogim testovima koji se koriste za evaluaciju antioksidativnog djelovanja. Plodovi Zzutike
pokazali su antioksidativno i antitumorsko djelovanje na stanicama ljudskog karcinoma jetre
(HepG2) (19). Osim toga, ekstrakt lis¢a iz B. vulgaris subsp. seroi bio je ucinkovit raznim
testovima koji se koriste za vrjednovanje antioksidativne aktivnosti: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) testa sprjecavanju izbjeljivanja oksihemoglobina, sprjeavanje lipidne peroksidacije i
zastitu od oSte¢enja DNA. Znanstvenici su dokazali da je ekstrakt ploda manje aktivan (20). B.
aristata DC. se u Ayurvedskoj medicini koristi kao emenagog i sredstvo u lije¢enju Zutice i
prosirenja slezene, te je u jednom istraZivanju pokazao dobar ucinak na DPPH slobodne

radikale, a djelovao je 1 kao u¢inkovit inhibitor polifenol oksidaze (21).



1.4. Dizajn eksperimenata

Eksperimentalni dizajn se Koristi s ciljem dobivanja produkta ili uvjeta provedbe
procesa zeljenih karakteristika. U tom procesu tezi se razumjeti utjecaj faktora /ili modelirati
vezu izmedu njih po moguénosti uz $to manji broj eksperimenata. Ovo zahtjeva pravilno i
ucinkovito mapiranje eksperimentalnog prostora. U mnogim slucajevima ovi ciljevi su
kombinirani (22). U slucaju ekstrakcije, ué¢inkovitim postupkom smatra se onaj u kojem se
dobije ekstrakt s visokom koncentracijom ciljnih spojeva uz minimalnu razgradnju Sto
osigurava visoku biolosku aktivnost. U idealnom slucaju, to bi trebalo biti ostvareno
koristenjem ekoloski prihvatljive tehnologije 1 niske cijene sirovina i otapala (23). To se moze
posti¢i finim podeSavanjem eksperimentalnih uvjeta, §to zahtijeva veliki broj eksperimenata

koje treba napraviti.

Metodologija povrsine odgovora (RSM) je skup matematickih i statistickih tehnika za
modeliranje 1 optimatizaciju slozenih procesa. To omogucuje stvaranje empirijskog modela
razvojem odgovarajuceg funkcionalnog odnosa izmedu odgovora, interesa i niza povezanih
ulaznih varijabli. Koristenjem RSM ucinkovito se smanjuje broj eksperimentalnih ispitivanja
potrebnih za procjenu viSe parametara i njihove interakcije. RSM se Siroko koristi za
optimatizaciju ekstrakcije polifenola (24,25), alkaloida (26) i drugih bioloskih aktivnih tvari iz
biljnog materijala. Primjeri ukljucuju ikoristenje RSM za optimitizaciju ultrazvucne ekstrakcije

fenolnih antioksidansa, kao $to su antocijani (27), fenolne kiseline i flavonoidi (25).



1.5. Metode ekstrakcije bioaktivnih biljnih sastavnica

Svaki postupak ekstrakcije ima za cilj osigurati najvece koliine ciljane bioaktivne
sastavnice u ekstraktu i uz minimalnu kontaminaciju drugim, nezeljenim, spojevima. U tu svrhu
se koriste brojni ekstrakcijski postupci. Najcescée su to ekstrakcije u sustavu kruto/tekuce. Pri
tom postoje brojne varijable o kojima treba voditi rauna poput vrste ekstrakcije, znacajki biljni
materijal (npr. veli¢ina Cestica), otapala, pH, temperature, vremena ekstrakcije i u odredenim

slucajevima dodatak enzima (28).

1.5.1. Maceracija

Maceracija je metoda iscrpljivanja aktivnih tvari iz biljnih droga. To je jednokratna
ekstrakcija gdje se propisano usitnjena droga prelije ekstrakcijskim sredstvom te ¢uva u dobro
zatvorenoj posudi, zaSti¢enoj od sunceve svjetlosti onoliko dana koliko je propisano. Nakon
toga se filtrira 1 dobiveni filtrat ¢ini macerat. Maceracija je prikladna metoda ekstrakcije za
slabo topljive, termolabilne tvari te tvari sklone bubrenju (29). Odabir otapala je kljuan za
ucinkovitost ovog tipa ekstrakcije. Na brzinu i u¢inkovitost maceracije znacajno utjece i stupanj
usitnjenosti Cestica. Komadi droge ne bi trebali biti preveliki, jer u protivnom otapalo ne¢e moci
prodrijeti u najdublje stanice. Isto tako droga se ne smije reducirati na prah jer bi to dovelo do
gubitka hlapivih aktivnih sastavnica (primjerice eteri¢nih ulja) koji se nalaze u biljci, a otezala
bi se i filtracija biljnog materijala nakon zavrsetka maceracije. Sama maceracija je relativno
dugotrajan postupak, ali se moze ubrzati zagrijavanjam. Taj postupak se naziva digestija. Njezin
nedostatak je u tome $to je dio bioaktivnih biljnih tvari toplinski nestabilan te se tijekom
proizvodnje ekstrakata moze razgraditi ili potpuno izgubiti. Prinos maceracije moze se povecati
uporabom nove koli¢ine otapala na jednom iscrpljenom biljnom materijalu kako bi se isti §to

bolje iskoristio (30-32).



Iako je maceracija ekonomi¢na metoda, to je jo$ uvijek dugotrajan proces s malom
selektivnoséu i velikom potro$njom otapala. U novije vrijeme znanstvenici koriste razliite
suvremene metode ekstrakcije koje se odlikuju veCom brzinom i u¢inkovitos¢u ekstkrakcije
poput ultrazvuéne ekstrakcije, ekstrakcije mikrovalovime, ekstrakcije visokotlacnim
reaktorima ili ekstrakcije superkriticnim ugljicnim dioksidom. Ipak, zbog svoje jednostavnosti,
ekonomicnosti te ¢injenice da za nju nije potrebna sofisticirana oprema, maceracija i dalje

zauzima vazno mjesto u suvremenoj proizvodnji pripravaka od ljekovitog bilja (30-32).

1.5.2. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvucna ekstrakcija je povoljan, brz, jednostavan i u¢inkovit na¢in ekstrakcije, koji
se naj¢esce koristi za sustave kruto/tekuce. U toj metodi ultrazvuk izaziva mehanicke vibracije
u biljnom materijalu. Prijenos mehanickih valova kroz teku¢inu uzrokuje titranje molekula oko
njihovog ravnoteznog polozaja. U biljnom materijalu to mozZe dovesti do poremecaja u
stani¢nim stijenkama, smanjenja veli¢ine Cestica i bolje propusnosti stani¢cne membrane. Sve to
povecava pristup otapala ciljnim spojevima $to rezultira poboljS$anom ucinkovitosti ekstrakcije
(33). Utrazvu¢nu ekstrakciju karakterizira relativno visoka ponovljivost, kratko vrijeme
ekstrakcije, niska potroSnja otapala, kao i niske temperature ekstrakcije i mala potrosnja
energije. Navedene karakteristike ¢ine ju prikladnom za izoliranje Siroke lepeze bioaktivnih
prirodnih spojeva, ukljuujuci osjetljive kemijske spojeve, kao §to su alkaloidi (27). Na taj na¢in
se u vrlo kratkom vremenu mogu dobiti visokovrijedni ekstrakti djelatnih tvari. Nacin izvedbe
je, slicno kao kod maceracije, da se usitnjena biljna droga prelije ekstrakcijskim sredstvom.
Zatim se stavi u ultrazvucnu kupelj, ili kupelj s ultrazvu¢nom sondom tijekom propisanog

vremena i pri propisanoj temperaturi, te na kraju profiltrira (29).

Uvjeti ultrazvucne ekstrakcije mogu znatno utjecati na prinos i sastav pripremljenog

ekstrakta, pogotovo ako su ciljni spojevi osjetljivi na oksidaciju i druge vrste degradacije. Medu



brojnim faktorima koji mogu utjecati na u¢inkovitost ultrazvucne ekstrakcije, izbor otapala je
vjerojatno najvazniji. Polarnost otapala, njegova viskoznost, tlak para i napetost povrSine su
klju¢ni faktori koji utjeCu na ucinkovitost kavitacije. Zbog svoje Siroke dostupnosti i
netoksi¢nosti, voda je daleko najprikladnije otapalo za ekstrakciju bioaktivnih molekula
ljekovitog bilja. Vodu slijedi glicerol, koji je pristupaéno i prirodno otapalo koje se moze dobiti
iz obnovljivih izvora (34). Druga vazna ekstrakcijska varijabla je temperatura. Visoka
temperatura moze poboljSati proces ekstrakcije smanjivanjem viskoziteta otapala i povecanjem
kineticke energije molekula u otopini. Ipak, visoke temperature mogu uzrokovati degradaciju
izdvojenih fenola i drugih osjetljivih spojeva. Varijacije spomenutih parametara neizbjezno se
odrazavaju ne samo na sastav, ve¢ 1 na bioloSku aktivnost biljnog ekstrakta. Stoga uvjeti
ekstrakcije moraju biti pazljivo odabrani kako bi se osigurao ekstrakt s Zeljenim znacajkama

(23).



2. Cilj istrazivanja

Kora korijena zutike sadrzi bioaktivni alkaloid berberin. Etanol je jedno od najcesce
koriStenih otapala za ekstrakciju ljekovitog bilja. Iako ucinkovito otapa veliki broj aktivnih
biljnih sastavnica, problem pri upotrebi etanola je u njegovoj relativnoj toksi¢nosti te
neprikladnosti za primjenu kod djece ili kod odredenih religijskih skupina. Za razliku od toga,
glicerol je netoksicno 1 biorazgradivo otapalo, koje se moZe dobiti iz obnovljivih izvora i sve
se viSe koristi u industriji dodataka prehrani. Ekstrakcija glicerolom omogucila bi razvoj
ljekovitih pripravaka od kore Zutike koja ne sadrzavaju etanol. Stoga je cilj ovog rada istraZziti
utjecaj ekstrakcijskih uvjeta: temperature, koncentracije glicerola i snage ultrazvuka, na sadrzaj

berberina, kao i antiradikalnu aktivnost ekstrakta B. vulgaris koristenjem RSM.
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3. Materijali i metode

3.1. Biljni materijal i kemikalije

Kora korijena zutike bila je donacija tvrtke Suban (Hrvatska). Prije ekstrakcije, biljni
materijal je usitnjen i prosijan kroz sito veli¢ine 850 pm. Za ispitivanje koristene su sljedece
kemikalije: 96% etanol, glicerol (Kemig, Hrvatska), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH),
berberin klorid (> 98%), trietilamin te butilhidroksianisol (BHA, >98,5%) (Sigma-Aldrich,
US). Acetonitril je bio stupnja ¢isto¢e za HPLC. Sve ostale kemikalije i otapala bile su p a.

stupnja Cistoce.

3.2. Ultrazvucna ekstrakcija

U Erlenmeyerovoj tikvici od 50 mL, suspendiran je praskasti biljni materijal (0,2 g) u
10 mL odgovarajuceg otapala. Ekstrakcije su bile provedene u ultrazvuc¢noj kupelji (Bandelin
SONOREX® Digital 10 P NZ 156 BP, Njemacka) pri prikladnoj snazi ultrazvuka. Ekstrakcijski
uvjeti bili su odabrani u skladu s Box-Behnken dizajnom (Tablica 1 i 2). Nakon ekstrakcije,

smjesa je profiltrirana. Svi ekstrakti, do koriStenja bili su pohranjeni tamnom mjestu na +4 °C.

Tablica 1. Neovisne varijable i njihove vrijednosti u Box-Behnken-ovom dizajnu.

Razine
Neovisne varijable Kod -1 0 1
Temperatura (°C) X1 20 50 80
Udio glicerola (%, m/m) X2 10 50 90
Snaga ultrazvuka (%)* X3 20 60 100

* - uodnosu na maksimalnu snagu od 720 W
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3.3. Odredivanje berberina

Berberin je kvantificiran koriStenjem HPLC uredaja (Agilent 1200 serija, Agilent
Technologies, USA), koji je bio opremljen s diode array detektorom (DAD) i Zorbax Eclipse
XDB C18 kolonom (5 pm, 250 mm x 4,6 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Volumen injiciranja bio je 20 uL. Prije injektiranja otopine standarda (otopina berberina
koncentracije 0,2 mg/mL) 1 ekstrakti su bili profiltrirani kroz filter 0,45 um PTFE. Mobilna
faza bila je otopina 0,02 mol/L H3PQO4 s 25% acetonitrila kojoj je dodan trietilamin (TEA) do
pH 4,82. Protok je bio 1,0 mL/min. Pikovi su bili promatrani i kvantificirani na 254 nm.
Identifikacija se temeljila na usporedbi vremena zadrzavanja i spektra pika u kromatogramu
uzorka i kromatogramu standarda. Berberin je odreden pomoc¢u odgovarajuce kalibracijske
krivulje koja se sastojala od povrSine ispod krivulje (AUC) pika berberina (y, arbitrarne
jedinice) u odnosu na tezinu berberina u uzorku (x, pg). Granica detekcije (LOD), granica

kvantifikacije (LOQ) te kalibracijska krivulja su bile 0,0186 pg, 0,0564 pug odnosno

y= 2834,4x + 22,08 (r? = 0,9999) (1)

3.4. Sposobnost hvatanja slobodnih radikala

Sposobnost hvatanja slobodnih radikala (RSA) odredena je koriStenjem DPPH
slobodnog radikala (35). Metanolna otopina DPPH (70 pL, 0,2 mg/mL) dodana je u 130 pL
metanolne otopine ekstrakta (uzorka) ili metanola (negativna kontrola). Smjesa je ostavljena na
sobnoj temperaturi na tamnom mjestu. Nakon 30 minuta, o€itana je absorbancija na 545 nm na
Stat Fax 3200 (Awareness Technologies, SAD) ¢ita¢u mikrotitarskih plo¢ica. BHA je koriStena

kao pozitivna kontrola. RSA za DPPH slobodni radikal je izraCunata prema jednadzbi 2.
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RSA = (AcontroI—Asample)/Acontrol x100 (2)

gdje je Acontrol absorbancija negativne kontrole (npr., ¢ista otopina DPPH bez
ispitivanog spoja), a Asample je absorbancija DPPH otopine sa ekstraktom. RSA je
izratunata kao koncentracija ekstrakta koji uklanja 50 % slobodnih radikala DPPH
prisutnih u otopini (RSA ICso) i izraZzena je kao mg ekvivalenta biljne tvari u mL

ekstrakta (mg HME/mL) (Tablica 2).

3.5. Eksperimentalni dizajn

Za regresijsku analizu i optimizaciju koriSten je program Design Expert 8.0.6
(Stat-Ease, Minneapolis USA). Za odredivanje najbolje kombinacije nezavisnih
ekstrakcijskih varijabli za odabrane ovisne varijable (responses), upotrijebljen je Box-
Behnken dizajn (BBD). Kodirane su vrijednosti za parametre dizajna (zavisne
varijable): temperatura (X1), koncentracija glicerola (m/m) (Xz2) i snaga ultrazvuka (X3)
prikazane su u Tablici 1. Koncentracija Berberina (Y1) i RSA ICso (Y2) odabrane su kao
odgovori (Tablica 2). Eksperimentalni podaci su ukopljeni u kvadratni polinomni model

prema kvadratnoj jednadzbi 3:

Y=Ag+ 25, AiX; + 25, Ay XP+ X * }(:1+1Ainin (3)

gdje je Y zavisna varijabla; Ao, Ai, Aii i Ajj su regresijski koeficijenti za odsjecak, linearni i

kvadratni factor te interakciju; Xi i Xj su nezavisne varijable.
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3.6. Maceracija

Za maceraciju je odvagnuto po 0,2 g kore korijena zutike i prenesno u Erlenmayerove
tikvice sa ubrusenim grlom. U svakoj tikvici droga je prelivena sa 10 mL razli¢itog otapala:
voda (W), 96 % etanol (96E) ili 50 % glicerol (50G). Tikvice su nakon toga zatvorene ¢epom i
parafinom te stavljene na tamno mjesto. Maceracija se provodila 24 h (1D) odnosno 72 h (3D).
Osim toga, kako bi se usporedila u€inkovitost ultrazvu¢ne ekstrakcije 1 maceracije napravljen
je 1 ekstrakt pri uvjetima optimizirane ultrazvuéne ekstrakcije (-opt). Nakon ekstrakcije je
sadrzaj tikvica filtriran kroz filter papir. Uzorci su pohranjeni na 4 °C. Tekst u zagradama

oznacava sufikse 1 prefikse koriStene dalje u radu.

3.7. Statisticka analiza
Svaki uzorak je raden u triplikatu. Rezultati su izrazeni kao aritmetCka sredina + standardna
devijacija. Za usporedbu je koristena ANOVA s post-hoc Tukey testom. Vrijednosti P < 0,05

smatrane su statisticki znacajnima.
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Ultrazvucna ekstrakcija
4.1.1. Procesni parametri

Za ucinkovitu ekstrakciju berberina iz kore korijena zutike u ovom radu je koriStena
ultrazvuc¢na ekstrakcija. Eksperiment je izveden prema Box-Behnkenovom dizajnu koji se
temeljio na RSM-u. To je trodimenzionalni sferni i rotiraju¢i dizajn, pogodan za opisivanje
povrsine odgovora kvadratnih jednadzbi. Njegova racionalnost i izvrsni rezultati omogucuju
jednostavnu optimizaciju kemijskih i fizikalnih procesa (36). Tri nezavisne varijable odabrane
za optimizaciju su bile temperatura ekstrakcije (X1), koncentracija glicerola u vodi (X2, % m/m)
i snaga ultrazvuka (X3).

Buduc¢i je ovaj rad bio usmjeren na pripremu ekstrakata pogodnih za izradu
kozmetike i dodataka prehrani, glicerol je odabran kao biokompatibilno i Siroko
dostupano otapalo. Stovise, glicerol se moZe smatrati "zelenim" otapalom zbog svoje
biorazgradivosti i dostupnosti iz obnovljivih izvora (37). Da bi se dobio bolji pregled
topljivosti berberina u postupku ekstrakcije, zavisne varijable ispitivane su u relativno
Sirokom rasponu uvjeta. Ultrazvuk i temperatura mogu doprinijeti topljivosti organskih
molekula uzrokuju¢i brzu oscilaciju molekula otapala i time brzu interakciju s
otopljenim tvarima. Medutim previsoka temperatura ili snaga ultrazvuka mogu povecati
brzinu kemijske reakcije otapala s drugim otopljenim tvarima Sto moZe dovesti do
njihove degradacije (38). Stoga je cilj ovog rada bio odrediti optimalnu kombinaciju
ekstrakcijskih uvjeta kako bi se dobila maksimalna koncentracija berberina i
maksimalna antiradikalna aktivnost kao odabrani odgovori. Tablica 2 prikazuje zavisne
i nezavisne eksperimentalne varijable 17 ekstrakata priredenih prema Box-Brehnken

modelu.
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Tablica 2. Box-Behnken dizajn i rezultati pokusa.

Berberin RSA ICs
R e X D) (HME mgm)
1 20 10 60 57,11 2,204
2 50 50 60 75,06 2,069
3 50 10 20 84,58 2,667
4 50 50 60 69,00 1,914
5 50 50 60 83,33 1,799
6 80 90 60 89,79 1,564
7 50 90 20 68,53 2,498
8 50 90 100 50,08 2254
9 20 50 20 69,27 1,979
10 50 50 60 84,28 1,6950
11 80 10 60 111,03 1,488
12 50 50 60 72,56 1,774
13 20 9 60 32,46 5,154
14 80 50 100 120,8 1,331
15 20 50 100 95,58 1,793
16 50 10 100 69,62 1,534
17 80 50 20 146,65 1,246

X1 = temperatura (°C), Xo= koncentracija glicerola (%, m/m) i X3= snaga ultrazvuka (%
od maksimalne snage od 720 W); RSA -antiradikalna aktivnost; HME —ekvivalenti biljnog

materijala.

Primjenom visestruke regresijske analize i analizom varijance (ANOVA) za odabrane
modele (Tablica 3) utvrdeno je da se odnos izmedu varijabli odgovora i nezavisnih varijabli
najbolje moze izraziti kvadratnim polinomnim jednadzbama. F-vrijednost svih modela bila je
veca od 12, dok su vrijednosti P bile nize od 0,0017. To znaci da su oba modela bila znacajna

16



i da se mogu ucinkovito koristiti za optimizaciju ekstrakcijskih varijabli. Vrijednost
prikladnosti podidaranja (“lack of fit””) u oba modela nije bila je statisticki znac¢ajna u odnosu
na Cistu pogresku sto ukazuje na to da je model pogodan i primjeren za opisivanje
eksperimentalnih podataka. Koeficijenti determinacije bili su relativno visoki (r>> 0,93)
Sto pokazuje dobru predvidljivost rezultata odabranih modela.

Najjednostavniji 1 najintuitivniji nacin za promatranje ucinaka bilo koje
nezavisne varijable na odabrani odgovor je graficki prikaz povrSine odgovora. To se
moze uciniti tako da su dvije varijable prikazane na x i1 z osi u istrazivanom
eksperimentalnom rasponu, dok se tre¢a varijabla drzi fiksnom. Na taj nac¢in omogucuje
se jednostavna vizualizacija utjecaja i interakcije parametara u dizajnu na odabrani
odgovor. Slike 4 1 5 prikazuju povrSine odgovora koje pokazuju utjecaj ispitivanih
ekstrakcijskih parametara na sadrzaj berberina odnosno RSA ICso. Osim graficki,
rezultati su prikazani I kao polinomne jednadzbe koje pruzaju najto¢niji opis odnosa

izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli.
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Tablica 3. Analiza varijance (ANOVA) za kvadratni model optimizacije ekstrakcijskih parametara.

Ukupni fenoli (r?> = 0.9720)

Antiradikalna aktivnost (1Cso) (r> = 0.9396)

Izvor SS df MS F-vrijednost P-vrijednost SS Df MS F-vrijednost  P-vrijednost
Model 10834,44 9 1203,83 26,957 0,0001 0,370 9 0,0411 12,108 0,0017
Prikladnost podudaranja 132,178 3 44,06 0,977 0,4870 0,016 3 0,0052 2,561 0,1928

Cista pogreska 180,436 4 45,11

0,008 4  0,0020

SS = zbroj kvadrata; df = stupnjevi slobode; MS = aritmeti¢na sredina kvadrata
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Berberine (pg/mi)

B: Glycerol

Berberine (pg/mi)

C: uspP

B: Glycerol

Berberine (pg/mi)

Slika 4. Povrsine odgovora za prinos berberina (a-c) prilikom ekstrakcije kore korijena B.vulgaris a) utjecaj temperature i sadrzaja glicerola uz

50 % snage ultrazvuka (USP); b) utjecaj temperature i USP uz koncentraciju glicerola 50 %; c) utjecaj koncentracije glicerola i USP pri 40 <.

Jedinice kao u Tablici 1.

RSA IC50 (HME mgimi)

B: Glycerol

A: Temperature

RSA IC50 (HME mg/mi)

C: UspP

A: Temperature

RSA IC50 (HME mg/mi)

B: Glycerol

Slika 5. Povrsine odgovora za aktivnost uklanjanja radikala (RSA 1Cso) a) utjecaj temperature i sadrzaja glicerola uz 50 % snage ultrazvuka
(USP); b) utjecaj temperature i USP uz koncentraciju glicerola 50 %; c) utjecaj koncentracije glicerola i USP pri 40 <C. Jedinice kao u Tablici 1.
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4.1.2. Koncentracija berberina

Kora, stabljika i korijen Zutike sadrze benzil-izokinolinske alkaloide medu kojima je
najvazniji berberin (1). On pokazuje brojne farmakoloSke ucinke, djeluje antiaritmicno,
hipolipemijski, hepatoprotektivno i neuroprotektivno (5,39,40), a djeluje i antibakterijski i
antifugalno (4,41). PoboljSava izlu¢ivanje inzulina kod zdravih i dijabeti¢nih osoba (42).
Berberin je slabo toksi¢an prema zdravim humanim stanicama, ali potiskuje rast razli¢itih
tumorskih stanica (43,44).

U ovom radu za odredivanje koncentracije berberina u ekstraktima koristen je HPLC.
Usporedbom vremena retencije i UV-VIS spektara pikova (Slika 6) pokazano je da je berberin
glavni maksimum u kromatogramima ekstrakata. Koncentracija berberina u ekstraktu
izraCunata je kao masa berberina (ug) u 1 mL ekstrakta. Koli¢ina berberina u ekstraktima
znacajno je varirala (Tablica 2). Run 13 sadrzavao je samo 32,46 ug / mL berberina, dok je Run
17 sadrzavo Cak 146,65 pg / mL. Kona¢na jednadzba (jednadzba 4) izrazena je pomocu

kodiranih faktora je (znacajni faktori oznaceni su zvjezdicom):

Berberin (ug/mL)= 16,5745xX12(*)—20,823x X22(*)+14,6545x X52(*)+26,73125x X1 (*)
—8,9475xX(*)—2,88125x X3+0,8525% X1 Xa—13,04x X1} X3(*)+1,6025x Xox X3+76,846

(4)
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Slika 6. Kromatogram uzoraka ultrazvucne ekstrakcije (Runl-Runl7) na 254 nm.

Rezultati su pokazali da je sadrzaj berberina znacajno ovisio o temperaturi 1
koncentraciji glicerola, u vidu linearnog i kvadratnog faktora. Graficki prikaz (Slika 4)
otkriva da je povecanje temperature djelovalo povoljno na koncentraciju berberina.
Osim toga, snaga ultrazvuka je utjecala na koncentraciju berberina kao kvadratna
varijabla te u interakciji s temperaturom ekstrakcije. Kao §to je prikazano na Slici 5,
kombinacija niske snage ultrazvuka i visoke temperature bila je najpogodnija za
ucinkovitu ekstrakciju berberina. Kada se snaga ultrazvuka povecavala, prinos berberina
se smanjivao. Poznato je da ultrazvuk moZe uzrokovati degradaciju osjetljivih prirodnih
spojeva (30). Dakle, smanjenje koncentracije berberina moze biti posljedica kemijske

nestabilnosti berberina kada je izlozen jakim ultrazvuénim valovima. Primjerice, do
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degradacije je moglo do¢i zbog utjecaja hidroksilnih radikala (45) koji nastaju kao posljedica

primjenje ultrazvuka, naro¢ito pri visokim temperaturama (46).

4.1.3. Antiradikalna aktivnost ekstrakata

Istrazivana je antiradikalna aktivnost ekstrakata pomocu DPPH slobodnih radikala
mjerenjem smanjenja apsorbancije DPPH radikala u prisutnosti antioksidansa na 517 nm. To je
relativno jednostavna metoda prikladna za odredivanje antiradikalne aktivnosti velikog broja
prirodnih ekstrakata u relativno kratkom vremenu, $to ovaj model ¢ini jednim od najcesce
koriStenih u literaturi (23,24,47,48). U prikazanom radu vrijednosti RSA ICso B. vulgaris
ekstrakata kretale su se izmedu 1,246 1 HME 5,154 mg / g. Kao pozitivna kontrola u ovom radu
koristen je BHA, kojem je izmjerena RSA ICsp iznosila 5,9 + 0,1 pg/mL. ANOVA je pokazala
da se netransformirani rezultati ne mogu ukopiti niti u kvadratni niti linearni model. Ali, kad se
za transformaciju rezultata koristila potencija -1,71 rezultati su se statisticki znacajno uklopili
u kvadratnu jednadzbu koja je dalje koriStena za interpretaciju rezultata. Odnos izmedu RSA
ICso i kodiranih nezavisnih varijabli prikazan je u jednadzbi (jednadZba 5) u nastavku (varijable

signifikantne za model oznacene su zvjezdicom):

RSA ICso (mg HME / mL)™ = 0,091691853x X12(*)—0,121706844x X2(*)+0,05017686x X3?
+0,159204081xX1(*)—0,056160391x X(*)+0,039677217xX3+0,03930055x X1x Xo—0,032749

798xX1xX3-0,063509532x X2x X3+0,353040205 (5)

Koncentracija glicerola i temperatura pri kojoj je izvedena ekstrakcija znaCajno su
utjecale na radikalnu aktivnost. Obje su varijable bile znacajne kao linearni te kao kvadratni
faktori. Povecanje temperature uzrokovalo je smanjenje RSA ICso vrijednosti. Prema tome,

vece temperature bile su prikladnije za ekstrakciju spojeva antiradikalnim znacajkama (Slika
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5). Osim toga, niza koncentracija glicerola pridonijela je dobivanju ekstrakata bolje
antiradikalne aktivnost Sto govori u prilog vece polarnosti molekula s antiradikalnim

znac¢ajkama u korijenu kore zutike.

4.1.4. Optimizacija ekstrakcije

Cilj rada bio je dobiti ekstrakt B. vulgaris s najve¢om koncentracijom berberina,
kao i ekstrakt visoke antiradikalne aktivnosti unutar ispitivanog raspona ekstrakcijskih
parametara. Na osnovu eksperimentalnih rezultata 1 statisticke analize provedene su
numericke optimizacije kako bi se ustanovile optimalne razine nezavisnih varijabli.
Odredivanje optimalnih uvjeta ekstrakcije 1 predvidene vrijednosti odgovarajucih
odgovora temeljilo se na funkciji poZeljnosti (D), koja je bila jednaka 1 za berberin i
0,914 za RSA. U studiji, svaki od odabranih odgovora bio je najbolje optimiziran pod
razli¢itim uvjetima ekstrakcije (Tablica 2). RjeSenje kvadratnih jednadzbi pokazalo je
da su najbolji ekstrakcijski uvjeti (X1, X2, X3) za ekstrakciju berberina bili pri
temperaturi 80 °C, koncentraciji glicerola od 50 % 1 jacini ultrazvuka od 144 W, dok su
ekstrakti koji pokazuju najbolju RSA dobiveni pri temperaturi od 80 °C, koncentraciji
glicerola 40 % i jacini ultrazvuka od 720 W. Predvideni rezultati dobro su se podudarali

s eksperimentalnim, s malim odstupanjem, $to ukazuje na prikladnost odabranih modela

(Tablica 4).

Tablica 4. Predvidene i izmjerene vrijednosti optimalnog iznosa ovisnih varijabli.

Optimizirani Cilj X1 X2 X3 Odstupanje
L Predvideno Odredeno
odgovor optimizacije °C % W (%)
Berberin (ug/mL)  Maksimizirati 80 50 144  150,7 145,5 -3,45
RSA ICso (uL /mL)  Minimazirati 80 30 720 1,26 1,31 3,82

X1 = temperatura,X2= koncentracija glicerola (m/m) i X3= snaga ultrazvuka.
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4.2. Koncentracija berberina u maceratima

Kako bi se usporedila uc¢inkovitost ultrazvucne ekstrakcije glicerolom s maceracijom
glicreolom, ali i maceracijom ostalim otapalima priredeni su jednodnevni i trodnevni macerati
pomocu vode (W), 96 %-tnog etanola (96E) i 50%-tnog glicerola (50G) te usporedeni s

ekstraktima priredenim pomocu istog otapala ali pri optimiziranim uvjetima ekstrakcije (-opt).

Rezultati su detaljno opisani dalje u tekstu.

4.2.1. Ekstrakcija etanolom

U radu je usporedena ucinkovitost jednodnevne i trodnevne maceracije 96 %-tnim
etanolom. Osim toga ekstrakcija je bila provedena i u uvjetima pri kojima je prireden

optimizirani ultrazvu¢ni ekstrakt, odn. 80 °C tijekom 20 min uz 144 W snagu ultrazvuka.
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Slika 7. Koncentracija berberina u etanolnom maceratu.

Usporedbom razli¢itog vremena trajanja maceracije uzoraka u 96 % etanolu uoceno je
da je uzorak prireden uz pomo¢ ultrazvuka imao najve¢u koncentraciju berberina odnosno da

se uporabom poviSene temperature i ultrazvuka znacajno povecao prinos ekstrakcije. Iz
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rezultata takoder slijedi da produzeno vrijeme maceracije ne bi znacajno utjecalo na
prinos jer razlika u koncentraciji berberina pri jednodnevnoj maceraciji i trodnevnoj

maceraciji u 96 % etanolu nije bila statisti¢cki znacajna, $to je vidljivo na Slici 7.

4.2.2. Ekstrakcija vodom

Koncentracija berberina u vodenim maceratima prikazana je na Slici 8.
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Slika 8. Koncentracija berberina u vodenoj maceraciji.

Usporedbom koncentracije berberina i duljine trajanja vodene maceracije
uzoraka uoceno je da vodeni ekstrakt prireden uz pomo¢ ultrazvuka imao najvecu
koncentraciju berberina.Razlika izmedju jednodnevne i trodnevne vodene maceracije
nije bila statisticki znacajna,. Kao i kod maceracije etanolom, moze se zakljuciti da su

poviSena temperatura i1 upotreba ultrazvuka vise pridonosile uc¢inkovitosti maceracije

nego produzeno vrijeme ekstrakcije.
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4.2.3. Ekstrakcija glicerolom
Usporedbom razli¢itog vremena trajanja maceracije uzoraka maceriranih u 50 % otopini
glicerola uoc¢eno je da uzorak prireden pri 80 °C tijekom 20 min, ali bez primjene ultrazvuka

ima najvecu koncentraciju berberina (Slika 9).
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Slika 9. Koncentracija berberina u glicerolnom maceratu.

Razlika u koncentraciji berberina u jednodnevnoj maceraciji i trodnevnoj maceraciji nije
bila tatisti¢ki znacajna. Iako su i u ovom slu¢aju na uéinovitost ekstrakcije povoljnije utjecali

poviSena temperatura i ultrazvuk nego vrijeme maceracije, taj utjecaj nije bio tako izrazen kao

kod etanola, odnosno vode.

4.2.4. Medusobna usporedba ekstrakcijskih otapala

Usporedbom koncentracije berberina u uzorcima koji su macerirani u 96 % etanolu, 50
% glicerolu i vodi uoc¢eno je da ekstrakcija 96 %-tnim etanolom uz uporabu ultrazvuka dovodi
do najvece koncentracije tog alkaloida u ekstraktu (Slika 10). Opcenito, 96 %-tni etanol je bio

najucinkovitije ekstrakcijsko sredstvo. Ipak, vazno je uociti da je promjena uvjeta uzrokovala
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da se koli¢ina berberina u glicerolnom ekstraktu statisticki izjednaci s jednodnevnom i
trodnevnom maceracijom u etanolu odnosno da su uzorci macerirani u 96 % etanolu
(jednodnevne i trodnevne maceracije) i ekstrakt prireden ultrazvu¢nom ekstrakcijom u
50 % glicerolu imali statistiCki jednaku koncentraciju berberina. Stoga se moze
zakljuciti da je ultrazvukom potpomognuta glicerolna ekstrakcija u¢inkovita alternativa
etanolnoj maceraciji koja je najceS¢e primjenjivana metoda ekstrakcije biljnih
metabolita. Kako razlika u koncentraciji berberina izmedu ultrazvuc¢nog ekstrakta i
macerata nije bila velika, ni macerati priredeni uporabom glicerola se u ovom dijelu
statisticke analize nisu znacanjo razlikovali od etanolnih macerata. Ovo je narocito
zanimljivo jer je glicerol zeleno i sigurno otapalo koje imas GRAS cetifikat (Generally

Recognized as Safe) stoga ima znalajne prednosti nad drugim organskim otapalima (49).
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Slika 10. Koncentracija berberina u etanolnim, glicerolnim i vodenim maceratima.

Maceracija u vodi bila je najmanje ucinkovita metoda ekstrakcije berberina

(Slika 10) dok su se primjenom ultrazvuka dobili nesto bolji rezultati. Duze trajanje
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maceracije nije donijelo statisticki znaCajno povecanje koncentracije berberina, naprotiv,
koli¢ina berberina u trodnevnom maceratu bila je manja nego u jednodnevnom. Moguce je da

je duzim stajanjem u vodi doslo do razgradnje tog alkaloida.

4.3. Antiradikalna aktivnost macerata

4.3.1. Ekstrakcija etanolom
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Slika 11. Antiradikalna aktivnost uzoraka u 96% etanolu.

Na Slici 11 je vidljivo da je antiradikalna aktivnost tri uzorka priredena pomocu 96 %-
tog etanola (96 % etanol maceriran jedan dan, 96 % etanol maceriran tri dana te uzorak prireden
pri optimalnim uvjetima ultrazvuéne ekstrakcije u 96 % etanolu) bila statisticki razlicita.
Najbolju antiradikalnu aktivnost pokazao je ekstrakt prireden uz pomo¢ ultrazvuka i povisene
temperature dok je ekstrakt prireden jednodnevnom maceracijom pokazao najslabiji u€inak.
Stoga mozemo pretpostaviti da su tvari koje su odgovorne za aktivnost u etanolnim ekstraktima

kemijski stabilne, ¢ak i pri poviSenoj temperaturi i uz ultrazvuk.
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4.3.2. Ekstrakcija vodom
Antiradikalna aktivnost uzoraka (jednodnevna maceracija u vodi, trodnevna maceracija u vodi

I optimizirani uzorak) maceriranih u vodi bila je statisticki jednaka Sto je vidljivo na Slici 12.
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Slika 12. Antiradikalna aktivnost uzoraka u otapalu vodi.

Ukoliko se usporede Slika 12 i Slika 8 moze se primijetiti da nema korelacije
izmedu antiradikalne aktivnosti i koncentracije berberina u ekstraktima. 1z toga proizlazi

da su neke druge sastavnice odgovorne za u¢inak o ¢emu ¢e biti rije¢i dalje u tekstu.

4.3.3. Ekstrakcija glicerolom

Iz Slike 13 je razvidno da je antiradikalna aktivnost bila je statisti¢ki razli¢ita
kod sva tri uzorka priredena pomocu glicerola (uzorak prireden jednodnevnom,
trodnevnom maceracijom te uzorak prireden ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri optimalnim

uvjetima).
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Slika 13. Antiradikalna aktivnost uzoraka u 50% glicerolu.

Sli¢no kao i1 u slucaju vodene ekstrakcije, usporedbom Slike 13 1 Slike 9 dolazi se do
zakljucka da koli¢ina berberina nije u direktnoj vezi s antiradikalnom aktivnos¢u ekstrakata.
Primjerice ekstrakt prireden ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri poviSenoj temperaturi nije bio
najucinkovitije antiradikalno sredstvo iako je sadrzavao najvecu koli¢inu berberina. Namece se
zakljuc¢ak da su druge sastavnice odgovorne za opaZeni antiradikalni ucinak o ¢emu ce biti

govora dalje u tekstu.

4.3.4. Medusobna usporedba ekstrakcijskih otapala

Na Slici 14 moze se primijetiti da je najveca antiradikalna aktivnost zabiljeZena kod
uzorka koji je prireden ultrazvuénom ekstrakcijom u 96 % etanolu. Slabiju, ali medusobno
statisticki jednaku antiradikalnu aktivnost pokazali su i ekstrakti priredeni u vodi ili 50 %
glicerolu uz pomo¢ ultrazvuka, te u 50 % glicerolu trodnevnom odnosno vodi jednodnevnom
maceracijom. Najmanju antiradikalnu aktivnost je pokazao uzorak maceriran 24 h u 96 %

etanolu.
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Slika 14. Antiradikalna aktivnost ispitivanih uzoraka.

Vazno je napomenuti da, iako berberin pokazuje odredeni stupanj antiradikalne
aktivnosti (50), analizom Slike 10 i Slike 14 moze se zakljuéiti da antiradikalna
aktivnost nije ovisila o koncentraciji berberina. Stoga mozemo zakljuciti da osim
berberina i drugi biljni metaboliti utjeCcu na antiradikalnu aktivnost priredenih
ekstrakata. Primjerice, raniji radovi pokazuju da su fenoli (51) poput kanabisina G i (£)-
lioniresinola (52) odgovorni za antiradikalnu aktivnost ekstrakata kore korijena zutike.
Moguce je da i drugi prirodni metaboliti imaju udjela u opaZenoj antiradikalnoj
aktivnosti ekstrakata. Primjerice polisaharidi iz biljne vrste B. dasystachya su pokazali

izvrstan antiradikalni u¢inak (53).
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5. Zakljuéak

U ovom je istrazivanju uspjesno upotrijebljen Box-Behnkenov dizajn kako bi se
optimizirali uvjeti ekstrakcije funkcionalnih komponenti kore korijena zutike (Berberis
vulgaris L. Berberidaceae). Odredeni su optimalni uvjeti ekstrakcije (temperatura ekstrakcije,
koncentracija glicerola i snaga ultrazvuka) za postizanje maksimalne koncentracije berberina i
najbolje antiradikalne aktivnosti u testu s DPPH slobodnim radikalom. Rezultati su pokazali da
su unutar istrazivanog raspona sve neovisne varijable utjecale na sadrzaj berberina, dok snaga
ultrazvuka nije znacajno utjecala na antiradikalnu aktivnost ekstrakata. lako je etanol bio
naucinkovitije otapalo za ultrazvuénu ekstrakciju berberina, ultrazvuc¢na ekstrakcija uz pomo¢
50% tnog glicerola je bila jednako u¢inkovita kao etanolna maceracija. Razlike u antiradikalnoj
aktivnosti i sadrzaju berberina priredenih ekstrakata ukazuju na to da se postavke ekstrakcije

trebaju pazljivo odabrati prema zeljenim rezultatima.
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